





UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 
















VALOR PROGNÓSTICO DA EXPRESSÃO TUMORAL E ESTROMAL DAS 
METALOPROTEASES DE MATRIZ 2, 9 E 14, DOS INIBIDORES TECIDUAIS DE 
METALOPROTEASES 1 E 2 E DO FATOR DE CRESCIMENTO ENDOTELIAL 






PROGNOSTIC VALUE OF TUMORAL AND STROMAL EXPRESSION OF MATRIX 
METALLOPROTEINASES 2, 9, 14, TISSUE INHIBITORS OF MATRIX 
METALLOPROTEINASE 1, 2 AND VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH 
























VALOR PROGNÓSTICO DA EXPRESSÃO TUMORAL E ESTROMAL DAS 
METALOPROTEASES DE MATRIZ 2, 9 E 14, DOS INIBIDORES TECIDUAIS DE 
METALOPROTEASES 1 E 2 E DO FATOR DE CRESCIMENTO ENDOTELIAL 





PROGNOSTIC VALUE OF TUMORAL AND STROMAL EXPRESSION OF MATRIX 
METALLOPROTEINASES 2, 9, 14, TISSUE INHIBITORS OF MATRIX 
METALLOPROTEINASE 1, 2 AND VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR 




Dissertação apresentada ao Programa de Pós-Graduação em 
Tocoginecologia da Faculdade de Ciências Médicas da 
Universidade Estadual de Campinas como parte dos requisitos 
exigidos para a obtenção do título de Mestra em Ciências da 
Saúde, na área de Oncologia Ginecológica e Mamária. 
 
Master’s dissertation, presented to the Postgraduate Program in 
Togynecology, Faculty of Medical Sciences, State University of 
Campinas, as a requirement to obtain the title of Master in Health 









ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE À VERSÃO  
FINAL DA DISSERTAÇÃO DEFENDIDA PELA 
ALUNA JORDANA MARIA AZEVEDO MARTINS E ORIENTADA PELO  













Agência(s) de fomento e nº(s) de processo(s): CAPES
ORCID:  https://orcid.org/0000-0002-0313-4296
Ficha catalográfica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Ciências Médicas
Maristella Soares dos Santos - CRB 8/8402
    
  Azevedo Martins, Jordana Maria, 1992-  
 Az25v AzeValor prognóstico da expressão tumoral e estromal das metaloproteases de
matriz 2, 9, 14, dos inibidores teciduais de metaloproteases 1 e 2 e do fator de
crescimento endotelial de crescimento endotelial vascular A em pacientes com
câncer do colo do útero / Jordana Maria Azevedo Martins. – Campinas, SP :
[s.n.], 2019.
 
   
  AzeOrientador: Luiz Carlos Zeferino.
  AzeDissertação (mestrado) – Universidade Estadual de Campinas, Faculdade
de Ciências Médicas.
 
    
  Aze1. Neoplasias do colo do útero. 2. Metaloproteinase 2 da matriz. 3.
Metaloproteinase 9 da matriz. 4. Metaloproteinase 14 da matriz. 5. Inibidor
tecidual de metaloproteinase-1. 6. Inibidor Tecidual de Metaloproteinase-2. 7.
Fator A de Crescimento do Endotélio Vascular. I. Zeferino, Luiz Carlos, 1955-.
II. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Ciências Médicas. III.
Título.
 
Informações para Biblioteca Digital
Título em outro idioma: Prognostic value of tumoral and stromal expression of matrix
metalloproteinases 2, 9, 14, tissue inhibitors of matrix metalloproteinase 1, 2 and vascular






Tissue inhibitor of metalloproteinase-1
Tissue inhibitor of metalloproteinase-2
Vascular endothelial growth factor A
Área de concentração: Oncologia Ginecológica e Mamária
Titulação: Mestra em Ciências da Saúde
Banca examinadora:
Luiz Carlos Zeferino [Orientador]
Délio Marques Conde
Júlio César Teixeira
Data de defesa: 29-04-2019
Programa de Pós-Graduação: Tocoginecologia





BANCA EXAMINADORA DA DEFESA DE MESTRADO 
[JORDANA MARIA AZEVEDO MARTINS] 
 
 
ORIENTADOR: PROF. DR. LUIZ CARLOS ZEFERINO 
 
MEMBROS: 
1. PROF. DR. LUIZ CARLOS ZEFERINO  
 
2. PROF. DR. JÚLIO CÉSAR TEIXEIRA 
 
3. PROF. DR. DÉLIO MARQUES CONDE  
 
  
Programa de Pós-Graduação em Tocoginecologia da Faculdade de Ciências 
Médicas da Universidade Estadual de Campinas 
 
DATA DA DEFESA: [29/04/2019] 
 
 
 A Ata da defesa com as respectivas assinaturas dos membros encontra-se no 










 Dedico este trabalho a todas as mulheres que abriram caminho e lutaram por 
igualdade de direitos e por representatividade, possibilitando estarmos aqui hoje 
construindo sonhos com nossa própria capacidade. Dedico em especial a todas que 
tiveram e que estão com câncer do colo do útero. Vocês são o alvo deste trabalho que 









Ao orientador Dr. Luiz Carlos Zeferino, pela oportunidade da realização deste 
trabalho, e, por todo o conhecimento que compartilhou comigo. À professora Drª Silvia 
Rabelo, por ter me acolhido alguns anos atrás e me incentivado a crescer 
cientificamente. 
Ao Laboratório de Patologia Especializada (LAPE), agradeço a todos pelo 
aprendizado e convivência. Agradeço à Geisi por ter me aceitado e confiado no meu 
trabalho, à Marisa e à Fernanda, pela amizade, carinho, conselhos e risadas. À Juliene 
que esteve sempre do meu lado, me ajudando em tudo o que podia. Ao Júlio pelo 
ensino da imunohistoquímica e pela parceria. À Amanda pela gentileza ao me ensinar 
tantas coisas. À Marcela que me ouve e que tanto me ajuda. E à Luciana por ser tão 
prestativa e por ter um coração enorme, obrigada por ser essa pessoa incrível, por 
sempre me ouvir e me ensinar.  
Ao Prof. Guilherme Cecatti, ao Renato Souza, e a todos da equipe pela 
oportunidade de trabalhar em projetos de excelência como o SAMBA e o MAES. 
Ao meu pai pelo apoio absoluto, cuidado e carinho que me deram coragem 
para seguir com meus projetos. À minha mãe que me ensinou a buscar sempre o 
melhor, a não me contentar com o básico e a buscar a melhor versão de mim mesma. 
À minha irmã, agradeço pela confiança, admiração, amizade e por ser minha eterna 
confidente. Obrigada família pelo imenso amor que me protege. Agradeço à Tatisa 
não só por socorrer nos momentos difíceis, a ouvir e a aconselhar, mas por me ensinar 
a superá-los sozinha também, e, pelo grande ensinamento do amor-próprio. 
Ao Guilherme, por ser tão especial e por me dar tanto amor, carinho, dedicação 
e paciência. Obrigada por cada detalhe, por cada dia e por cada falha e vitória em que 
esteve ao meu lado. “You make it easier when life gets hard”. 
A todos os meus amigos, especialmente à Carla, Rafael (e claro Miuzinha), 
Michele e Fabrício. Vocês se tornaram meu lar quando cheguei. Acolheram-me e me 
deram segurança. Fizeram-me companhia, me ouviram e me deram conselhos. 
Ensinaram-me e continuam ensinando tantas coisas. Sem vocês tudo teria sido bem 





Aos meus colegas e professores da Tocoginecologia, ao CAISM como um todo, 
à Regina por ser tão amável e altruísta. Agradeço também à Isabel e ao Maurício do 
SAME, por serem prestativos e gentis, ao Helymar Machado pela análise estatística e 
pela gentileza e à Cristina Westin por colaborar com a continuação do seu trabalho. 
A Deus, o mais importante, pelo amor absoluto, e, à toda espiritualidade amiga, 
que em Seu nome, me guiaram e me seguraram quando estava prestes a cair, que 
me levantaram quando de fato caí, que estiveram comigo nos momentos de plantio e 
de colheita e pelas inúmeras vibrações de amor e paz.  
O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de 









































“Não estamos atrás de novidades. Estamos atrás de descobertas (…). Para achar 
água é preciso descer terra adentro, encharcar-se no lodo. Mas há os que preferem 
olhar os céus, e esperar pelas chuvas”.  
 









Introdução: O câncer do colo do útero é o quarto em incidência e mortalidade em 
mulheres no mundo. As expressões das metaloproteases de matriz 2, 9 e 14 (MMP-
2, MMP-9, MMP-14), dos inibidores teciduais de metaloproteases 1 e 2 (TIMP-1, 
TIMP-2) e do fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A) no 
microambiente tumoral estão envolvidas na invasão tumoral e metástase pela 
degradação da matriz extracelular e angiogênese. Uma associação destas 
proteínas com o prognóstico poderia indicá-las como alvos terapêuticos para esta 
patologia. Objetivo: Verificar se a expressão das proteínas MMP-2, MMP-9, MMP-
14, TIMP-1, TIMP-2 e VEGF-A em células tumorais e estromais do câncer do colo 
do útero têm valor prognóstico. Materiais e Métodos: É uma coorte retrospectiva 
cuja amostra provém das 76 pacientes com carcinoma invasivo do colo do útero do 
estudo: “Expressão das proteínas MMP-2, MMP-9, MMP-14, TIMP-1, TIMP-2 e 
VEGF-A na NIC 3 e no carcinoma invasor do colo do útero”, conduzido no Hospital 
da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti da Universidade Estadual de 
Campinas. Das 76 mulheres, 64 foram incluídas. As expressões proteicas foram 
anteriormente obtidas por imunohistoquímica nas células tumorais e estromais de 
biópsias. A expressão foi definida pela porcentagem de células coradas e 
categorizada, para este estudo, entre alta e baixa usando pontos de corte definidos 
individualmente por curva ROC. Coletaram-se dados clínicos e morfológicos para 
prosseguir com a análise de sobrevida doença-específica (DSS). Para tal, 
coletaram-se as informações de tratamento e seguimento desde o diagnóstico até 
a última visita clínica. Os status clínicos foram categorizados em: viva livre de 
doença, viva com doença, óbito por causa desconhecida e óbito pela doença. 
Associou-se óbito pela doença com estádio do tumor, grau histopatológico, e com 
as expressões tumorais e estromais de MMP-2, MMP-9, MMP-14, TIMP-1, TIMP-2 
e VEGF-A por modelos de regressão de Cox univariada e multivariada testadas por 
Hazard Ratio (HR) com intervalo de confiança 95% (IC95%). Para as associações 
significantes da univariada (p<0,05) foram construídas curvas de Kaplan-Meier e 
comparadas por Log-rank para análise de sobrevida doença-específica (DSS). 
Resultados: Em 50% dos estádios avançados (II-IV) houveram maiores 
expressões de MMP-9 no estroma, enquanto 89,5% em estádio I apresentou 





associado à altas expressões de: MMP-2 estromal (HR; IC95%: 4.3; 1.3-14.2), 
MMP-14 estromal (HR; IC95%: 8.8; 1.1-69.6), TIMP-2 estromal (HR; IC95%: 5.3; 
1.1-24.7) e VEGF-A tumoral (HR; IC95%: 3.8;1.1-13.6). Altas expressões de MMP-
9 estromal (HR; IC95%: 0.2; 0.05-0.54) e tumoral (HR; IC95%: 0.2; 0.03-0.8) foram 
associadas como um fator protetor. Altas expressões de MMP-9, tanto tumoral e 
estromal, revelaram melhor DSS, enquanto altas expressões de MMP-2, MMP-14 
e TIMP-2 no estroma e VEGF-A no tumor associaram-se a uma pior DSS. 
Conclusões: MMP-9 no estroma e no tumor associaram-se a uma proteção contra 
óbito pela doença e, continuamente, altas expressões foram associadas a maior 
DSS. Altas expressões estromais de MMP-2, MMP-14, TIMP-2 e tumorais de 
VEGF-A foram associadas a um maior risco de óbito pela doença, apresentando-
se inversamente proporcionais a DSS. 
 
Palavras-chave: Neoplasias do Colo do Útero; Metaloproteinase 2 da Matriz; 
Metaloproteinase 9 da Matriz; Metaloproteinase 14 da Matriz; Inibidor Tecidual de 
Metaloproteinase-1; Inibidor Tecidual de Metaloproteinase-2; Fator A de 








Introduction: Cervical cancer is one of the most common in incidence and mortality. 
Expressions of matrix metalloproteases 2, 9 and 14 (MMP-2, MMP-9, MMP-14), tissue 
inhibitors of metalloprotease 1 and 2 (TIMP-1, TIMP-2) and vascular endothelial growth 
factor A (VEGF-A), in tumor microenvironment, are involved in the tumor invasion and 
metastasis by the degradation of the extracellular matrix and angiogenesis. An 
association of these proteins with prognosis could indicate them as therapeutic targets. 
Objective: To verify if the expression of MMP-2, MMP-9, MMP-14, TIMP-1, TIMP-2 
and VEGF-A in tumor and in the adjacent stroma has a prognostic value for cervical 
cancer patients. Materials and Methods: It is a retrospective cohort whose sample 
comes from the 76 patients with invasive cervical carcinoma from a previous study: 
"Expression of the proteins MMP-2, MMP-9, MMP-14, TIMP-1, TIMP-2 AND VEGF-A 
in the CIN 3 and cervical cancer" that was conducted at the Women's Hospital Prof. 
Dr. José Aristodemo Pinotti of the State University of Campinas. From the 76 women, 
64 were included. Protein expressions were previously obtained by 
immunohistochemistry from biopsies containing both tumor and stroma tissue. The 
expression was defined by the percentage of stained cells and categorized, for this 
study, in high and low according to the cut-off points defined, individually, by ROC 
curve. Clinical and morphological data were collected to perform the disease-specific 
survival (DSS) analysis. The follow-up was collected from the diagnosis to the last 
clinical visit. The clinical statuses were categorized into: alive without disease, alive 
with disease, death due to other causes, and death from the disease. Death from the 
disease was associated with tumor stage, histopathologic grade, age and MMP-2, 
MMP-9, MMP-14, TIMP-1, TIMP-2, and VEGF-A expression, using Cox univariate and 
multivariate regression models, tested by Hazard Ratio (HR) in a 95% confidence 
interval (CI95%). For the significant univariate associations (p<0.05) Kaplan-Meier 
curves were constructed and tested by Log-rank for disease-specific survival (DSS) 
analysis. Results: In 50% of the advanced stages (II-IV) there were higher MMP-9 
expressions in the stroma, while 89.5% in stage I showed high MMP-9 expression in 
the stroma. The relative risk of death from the disease was associated with high 
expression of stromal MMP-2 (HR, CI95%: 4.3, 1.3-14.2), stromal MMP-14 (HR, 





(HR, CI95%: 3.8; 1.1-13.6). High expression of stromal MMP-9 (HR, CI95%: 0.2, 0.05-
0.54) and tumoral (HR, CI95%: 0.2; 0.03-0.8) was associated with a protective effect. 
High MMP-9 expression, both tumoral and stromal, revealed better DSS, whereas high 
MMP-2, MMP-14 and TIMP-2 expression in the stroma and VEGF-A in the tumor were 
associated with a worse DSS. Conclusions: MMP-9 in the stroma and in the tumor 
were protective against death from the disease, and consequently, high expressions 
were associated with higher DSS. High stromal expressions of MMP-2, MMP-14, 
TIMP-2 and VEGF-A tumor were associated with a higher risk of death from the 
disease and were inversely proportional to DSS. 
 
 
Keywords: Uterine Cervical Neoplasms; Matrix Metalloproteinase 2; Matrix 
Metalloproteinase 9; Matrix Metalloproteinase 14; Tissue Inhibitor of 
Metalloproteinase-1; Tissue Inhibitor of Metalloproteinase-2; Vascular Endothelial 






LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS  
 
 
CAISM – Centro de Atenção Integral a Saúde da Mulher 
CEP – Comitê de Ética em Pesquisa  
DNA – Ácido desoxirribonucleico 
FAPESP – Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo 
FCM – Faculdade de Ciências Médicas  
FDA – Food and Drug Administration 
FIGO – Federação Internacional de Ginecologia e Obstetrícia  
HE – Hematoxilina e Eosina 
HPV – Papilomavírus humano 
HR – Hazard Ratio  
IC – Intervalo de confiança 
MB – Membrana basal 
MEC – Matriz extracelular 
MMP – Metaloprotease de matriz 
NIC – Neoplasia Intraepitelial Cervical  
PBS – Tampão fosfato-salino 
ROC – Receiver Operating Characteristic  
TCLE – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido  
TIMP – Inibidor tecidual de metaloprotease 
UNICAMP – Universidade Estadual de Campinas  
VEGF – Fator de crescimento endotelial vascular  






1. INTRODUÇÃO ...................................................................................................... 15 
1.1. Câncer do colo do útero .................................................................................. 15 
1.2. Invasão tumoral e microambiente tumoral ...................................................... 16 
1.3. Metaloproteases de Matriz (MMPs) ................................................................ 18 
1.4. Inibidores teciduais de metaloproteases (TIMPs) ........................................... 19 
1.5. Angiogênese e o Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) .............. 20 
1.6. Problema do estudo e justificativa  ................................................................. 23 
2. OBJETIVOS .......................................................................................................... 26 
2.1. Objetivo geral .................................................................................................. 26 
2.2 Objetivos específicos ....................................................................................... 26 
3. MATERIAIS E MÉTODOS .................................................................................... 27 
3.1. Seleção dos casos e desenho do estudo ....................................................... 27 
3.2. Variáreis .......................................................................................................... 29 
3.2.1. Variáveis dependentes  ..................................................................... 29 
3.2.2. Variáveis independentes .................................................................... 29 
3.2.3. Variáveis de controle .......................................................................... 30 
3.3. Exames, técnicas e análises .......................................................................... 30 
3.3.1. Diagnóstico histológico  ..................................................................... 30 
3.3.2 Análise imunohistoquímica ................................................................. 30 
3.4. Coleta de dados .............................................................................................. 31 
3.5. Análise estatística ........................................................................................... 32  
3.6. Aspectos éticos ............................................................................................... 34 
4. RESULTADOS ...................................................................................................... 35 
5. CONCLUSÃO ....................................................................................................... 64 
REFERÊNCIAS ......................................................................................................... 65 
ANEXOS ................................................................................................................... 74 
Anexo 1. Parecer consubstanciado do CEP .......................................................... 74 
Anexo 2. Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) .............................. 78 







1.1.  Câncer do colo do útero 
 
 O câncer do colo do útero é o quarto tipo de câncer mais comum entre as mulheres 
no mundo, tanto em incidência quanto em mortalidade. Em países menos desenvolvidos 
é o segundo (1) e no Brasil é o terceiro, sendo a incidência maior entre 45 e 49 anos de 
idade (2). É uma doença multifatorial cuja evolução é lenta e tem como causa principal a 
infecção persistente pelo papilomavírus humano (HPV) de alto risco (3) sendo que 
virtualmente 100% dos casos de câncer do colo do útero tem DNA de HPV em suas 
células (4). O vírus promove várias atipias celulares características nas células cervicais, 
chamadas de neoplasias intraepiteliais cervicais (NICs). NICs são lesões precursoras do 
câncer invasor, mas não significa que são benignas, são malignas que estão confinadas 
pelo epitélio. Estas lesões foram categorizadas progressivamente em I, II e III, de acordo 
com a quantidade destas atipias, sendo a NIC I com menor grau de atipia e a NIC III com 
maior grau. NIC III tem praticamente as mesmas características morfológicas do 
carcinoma invasor, e por isso é chamada também de carcinoma in situ (5). Pela história 
natural da doença, pacientes com NIC I e NIC II têm mais chance de regredir com a 
doença do que com NIC III, que têm alta chance de progredir para carcinoma invasor (6). 
 O câncer do colo do útero é uma doença evitável, porém faltam programas 
governamentais eficazes e de larga escala, especialmente em países de baixa e média 
renda, em que o rastreamento das lesões precursoras deixa de atingir grande parte das 
mulheres (7,8). As duas alternativas de controle do câncer cervical são a vacina anti-HPV 
e o rastreamento de lesões precursoras (seja por teste de HPV e/ou por exames de 
citologia) (8). O rastreamento pode reduzir a mortalidade pela doença em 
aproximadamente 80% (2) já que as lesões precursoras e os estágios tumorais iniciais 
têm maior eficácia terapêutica e melhor prognóstico (7). 
 Os tipos histológicos mais frequentes são o carcinoma de células escamosas e o 
adenocarcinoma (9,10). Até os estádios IB1 (lesão restrita ao colo do útero menor do que 
4 cm em seu maior diâmetro) o tratamento indicado é cirúrgico, porém pode ser 





presentes. Nos casos com estádio IB2 ou mais avançado, o tratamento padrão é a 
radioterapia associada à quimioterapia (também chamada de quimioradioterapia) (11). 
Os fatores prognósticos bem estabelecidos para o carcinoma do colo do útero são: 
estádio clínico, invasão de linfonodos, invasão do espaço linfovascular, tamanho do 
tumor e profundidade da invasão estromal (12,13).  
 
1.2.  Invasão tumoral e microambiente tumoral 
 
 Em situações fisiológicas, a membrana basal e o estroma são as principais 
barreiras contra a invasão tumoral, no entanto, as células epiteliais tumorais 
sobrejacentes iniciam processos de degradação destas estruturas para o maior acesso 
a nutrientes e maiores espaços, permitindo assim a progressão e expansão tumoral (14-
16). 
 A membrana basal (MB) é uma camada de matriz extracelular organizada de forma 
específica para ancorar o epitélio, e, dividí-lo dos tecidos adjacentes. É composta por 
dois componentes: a lâmina basal e pela lâmina reticular. A primeira é estruturada 
principalmente por colágeno tipo IV e laminina e está diretamente em contato com o 
epitélio. A segunda é formada somente por ₢ que sustenta a lâmina basal e é contínua 
com o estroma subjacente (17,18). 
 A matriz extracelular (MEC) é uma estrutura de macromoléculas que são 
produzidas pelas células e exportadas para o meio extracelular. Em tecidos conjuntivos, 
como o estroma, sua constituição assemelha-se a um gel hidratado amorfo que promove 
sustentação e resistência aos tecidos, além de promover o transporte de nutrientes, de 
sinais e de diversas substâncias. A MEC é constituída principalmente por colágenos, 
glicoproteínas, proteoglicanos, laminina e fibronectina (19). 
 O estroma além de ser essencial na sustentação e integridade dos epitélios ele é 
essencial na troca de nutrientes e homeostasia. Interage com as células epiteliais de 
forma contínua pelo contato direto célula-célula ou por moléculas secretadas. O estroma 
tumoral consiste basicamente de células não malignas como células mesenquimais 
especializadas, células imunes inatas, como macrófagos, linfócitos, células dendríticas, 





endoteliais e pericitos, matriz extracelular e uma infinidade de fatores de crescimento, 
citocinas e enzimas (20-23). 
 Nos tecidos epiteliais normais, as células são mantidas juntas e organizadas 
devido a junções intercelulares e junções aderentes à membrana basal. Elas se ancoram 
por hemidesmossomos e filamentos intermediários associados à integrina e à actina. Os 
tumores epiteliais, ou carcinomas, que ainda estão encapsulados (NIC III), começam a 
desfazer essas junções célula-célula e célula-matriz (24). Enquanto isso, esta 
movimentação, induz o estroma a ser reativo, o que contribui no processo de invasão. O 
estroma reativo apresenta maior quantidade de células imunes e fibroblastos associados 
ao câncer (CAFs), que secretam MEC e reorganizam o estroma. Além disso, há enzimas 
que reticulam covalentemente as fibras colágenas, que são normalmente anisotrópicas e 
frouxas, que passam a ser mais densas e rígidas (25). Essa rigidez faz com que as fibras 
se assemelhem a “caminhos” retos e perpendiculars, fornecendo maior motilidade 
celular. Por fim, depois do rompimento da aderência das células e da MB, e com ação 
das enzimas proteolíticas, as células tumorais degradam a MB e/ou migram através 
destas regiões de MB disfuncional, permitindo a invasão ao estroma e para a corrente 
sanguínea. As células do estroma também podem entrar no tumor, contribuindo para a 
desorganizão tecidual e secreção de enzimas proteolíticas no local (26). 
 Depois de invadido, o tumor continua a secretar enzimas para degradar a MEC ao 
redor, para aumentar de tamanho e migrar. Uma dez dentro do estroma, o tumor passa 
a criar um ambiente próprio chamado de microambiente tumoral (TME). Mesmo que a 
criação deste espaço patológico tenha sido provocada pelas células tumorais, as outras 
células e moléculas participam ativamente e continuamente no processo de 
tumorigênese. A comunicação bidirecional entre as células e seu microambiente é crítica 
para a homeostase e para o crescimento do tumor. Em particular, as interações entre as 
células tumorais e o estromais representam uma poderosa relação que influencia o início, 
a progressão da doença e o prognóstico da paciente (16, 27-29). 
 Muitas moléculas atuantes na invasão tumoral também atuam em outros 
processos envolvidos na progressão tumoral como crescimento, apoptose e 
angiogênese, o que sinaliza a complexidade do desenvolvimento tumoral e metástase, 





várias as enzimas envolvidas, como os ativadores de plasminogênio, calicreínas, cisteína 
proteinase catepsina-B, aspartil proteinase catepsina-D, desintegrina, metaloproteinases 
etc. Dentre as principais estão as metaloproteases de matriz (MMPs). Elas têm ação 
proteolítica contra várias proteínas da MB e da MEC e, portanto, estão associadas tanto 
no processo de invasão tumoral como na progressão da doença e metástase não só por 
suas atividades proteolíticas, mas por atuarem na regulação a disponibilidade de fatores 
de crescimento, citocinas e participar na formação de novos vasos sanguíneos 
(angiogênese) (31-34).  
 
1.3.  Metaloproteases de Matriz (MMPs) 
 
 As metaloproteases de matriz foram primeiramente descritas em 1962 como 
moléculas colagenolíticas genéricas que degradavam a matriz extracelular (35). Hoje já 
é reconhecido que degradam outras proteínas além de colágenos, como fibronectina 
presente na membrana basal, proteoglicanos da MEC, laminina, gelatina e outros (36). 
 Elas são integrantes de uma grande família de endopeptidades zinco 
dependentes, responsáveis por vários processos fisiológicos como remodulação tecidual, 
desenvolvimento de órgãos e regulação de processos inflamatórios (37). Elas 
compartilham um núcleo estrutural único e têm diversos domínios protéicos (38). Existem 
pelo menos 23 MMPs expressas em seres humanos (39), e, são classificadas de acordo 
com seu domínio protéico (40) ou mais comumente por seus substratos: colagenases, 
estromelisinas, gelatinases, elastases e as de tipo membrana. Estas enzimas são 
produzidas por todo o microambiente tumoral, portanto, é possível encontrá-las 
expressas em células tumorais, estromais e inflamatórias (41,42). As gelatinases (MMP-
2 e MMP-9), que também podem se comportar como colagenases, e as de tipo 
membrana (MMP-14) estão comumente associadas à invasão tumoral (32, 38, 43). 
 A MMP-2, ou gelatinase A, é secretada fisiologicamente por fibroblastos, células 
endoteliais, polimorfonucleares, macrófagos (44) e plaquetas (45). O mecanismo de sua 
ativação não é totalmente conhecido, mas sabe-se que depende de uma molécula de 
MMP-14 e uma de TIMP-2 (46). A expressão aumentada de MMP-2, em tumor, está 





que tem alto poder proteolítico contra o colágeno tipo IV, presente na membrana basal 
(14, 32, 42, 47). É associada à baixa sobrevida em outros carcinomas, como de células 
escamosas bucais (48), e é um fator prognóstico independente em osteosarcoma (49). 
Em tumores ginecológicos (cervical, endometrial e ovariano), a positividade de MMP-2 
em tecido tumoral foi associada a um pior prognóstico, mas ainda é necessária uma 
padronização desta expressão (50). 
 A expressão de MMP-9, ou gelatinase B, também degrada o colágeno tipo IV e, 
portanto, pode promover a invasão ao estroma (47). Em estudos de revisão sistemática, 
o MMP-9, de forma isolada, foi associado a tumores mais avançados e com pior 
prognóstico em câncer de pulmão de células não pequenas (51), e, em carcinoma de 
nasofaringe (52). Sua expressão, em conjunto com a MMP-2, tem indicado um pior 
prognóstico em vários tipos de neoplasias malignas (53,54). Em associação com o 
inibidor tecidual de metaloprotease 1 (TIMP-1), a detecção de MMP-9 apresentou ter 
valor prognóstico em pacientes com adenocarcinoma da junção esofagogástrica (55). 
 A MMP-14 pode degradar vários componentes da membrana basal incluindo 
fibronectina, vitronectina, fibrina, laminina 1 a 5 e colágeno tipos I, II e III. A atividade da 
MMP-14 é inibida pela interação com os TIMPs, ou podem ser destruídas como 
consequência de auto degradação proteolítica ou lisossomal (56). Consequentemente, 
MMP-14 é considerada uma enzima que pode contribuir para invasão tumoral e 
metástase em câncer do colo uterino e outros tipos de câncer (43). 
 
1.4.  Inibidores teciduais de metaloproteases (TIMPs) 
 
 Os quatro tipos de inibidores teciduais de metaloproteases (TIMP-1, TIMP-2, 
TIMP-3 e TIMP-4) são os inibidores fisiológicos das MMPs. Estão distribuídos 
praticamente em todos os tecidos e qualquer mudança em suas concentrações pode 
alterar a razão MMP/TIMP. Este desequilíbrio pode gerar doenças relacionadas ao 
descontrole da degradação da MEC, como crescimento tumoral, inflamação, artrite etc. 
(57). Dessa forma, vê-se necessário analisá-los em conjunto com as MMPs para melhor 
compreensão da atividade proteolítica (58). Eles formam complexos inibitórios 





se ligam em complexos trimoleculares com caráter não inibitório para ativá-las (38). 
Ligam-se em vários tipos de MMPs, porém, apresentam certa preferência de afinidade 
como a TIMP-1 com MMP-9, e o TIMP-2 com MMP-2 e MMP-14 (53). 
 O TIMP-1, majoritariamente produzido por linfócitos B (59), foi o primeiro inibidor 
de MMPs descoberto, porém dados mais recentes sugerem que os TIMPs, 
especialmente o TIMP-1 e TIMP-2, têm propriedades independentes das MMPs (60). 
TIMP-1 é fator preditivo de sobrevida em pacientes com câncer colorretal avançado (61) 
e está associado a recidivas em pacientes com câncer de pulmão de células não 
pequenas (62). 
 TIMP-2 é produzido restritamente por linfócitos T (59), e é o único que inibe a 
resposta mitogênica das células endoteliais humanas, independente da atividade de 
MMP (63). Porém, não há padrão de expressão desta proteína porque tanto níveis 
reduzidos ou elevados de TIMP-2 foram associados a um fenótipo agressivo em câncer 
cervical, gástrico e de mama (46).  
 
 1.5. Angiogênese e o Fator de crescimento endotelial vascular 
 
 Além da degradação da MEC, a angiogênese é outro processo essencial para o 
crescimento e desenvolvimento do tumor. Sabe-se que envolve mecanismos complexos, 
pelos quais novos vasos sanguíneos são formados a partir de vasos existentes. As MMPs 
-2, -9 e -14 estimulam este processo (64) visto que a ruptura da membrana basal permite 
a migração das células endoteliais, dos vasos existentes para o vaso recém-criado, além 
de expor os pericitos dos vasos, e consequentemente os sítios de ligações 
proangiogênicas (65,66). O principal fator angiogênico estimulado pelas MMPs é o fator 
de crescimento endotelial vascular (VEGF) (67,68).  
 VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e o fator de crescimento placentário (PlGF) 
fazem parte de uma mesma família de moléculas estruturalmente relacionadas. O 
principal é o VEGF-A, referido normalmente apenas como VEGF (67). É uma molécula 
indispensável para a angiogênese tumoral, e está relacionada diretamente à progressão 
tumoral, capacidade de invasão e metástase. É um alvo terapêutico (69), sendo 





associada à NIC III e carcinoma invasor cervical (71). Altos níveis de seus receptores 
(VEGFR) em carcinoma cervical são fatores preditivos de baixa sobrevida global e pior 
sobrevida livre de progressão. Há uma maior propensão em desenvolver metástases à 
distância devido a ruptura da membrana basal dos endotélios. Semelhante ao que ocorre 
na invasão inicial, os espaços gerados pela contínua atuação das MMPs, permite o 
extravasamento das células tumorais para a corrente sanguínea (72). 
 A modulação angiogênica depende de fatores solúveis, citocinas e componentes 
insolúveis da MEC, que circundam os vasos. A maioria dos tipos de células tumorais 
humanas expressam VEGF frequentemente em níveis elevados. Esta é uma 
consequência provável das inúmeras e diversas formas genéticas e epigenéticas pelas 
quais o VEGF pode ser induzido, como elevadas expressões de MMPs, fatores 
angiogênicos (68) e até mesmo a hipóxia produzida por tumores sólidos (73). A figura 1 
esquematiza o processo de invasão e progressão tumoral, angiogênese e metástase, 
com a atuação das metaloproteases de matriz 2, 9, 14 (MMP-2, MMP-9, MMP-14), do 






Figura 1. MMP-2, MMP-9, MMP-14, TIMP-1, TIMP-2 e VEGF-A no processo de invasão 





a) O processo de invasão inicia-se pela ruptura das junções intracelulares das células de 
carcinoma in situ e das junções aderentes à membrana basal. Isto desestabiliza a 
membrana basal, abrindo espaços e permitindo a ação enzimática. b) As células tumorais 
continuam o processo secretando enzimas proteolíticas, como MMP-2, MMP-9 e MMP-
14, que degradam colágenos e outras proteínas presentes na membrana basal. Formam-
se então rupturas que permitem a invasão tumoral. Ao mesmo tempo, as células 
estromais, reativas devido a esta movimentação, passam a produzir mais matriz 
extracelular e enrijecer as fibras de colágeno o que ajuda na motilidade celular. c) Depois 
de invadido, o tumor continua a secretar enzimas para degradar a MEC ao redor, para 
aumentar de tamanho e migrar. d) O microambiente tumoral é formado, composto de 
células tumorais, células estromais e matriz extracelular. Com o crescimento exacerbado 
do tumor, seu interior começa a ficar sem acesso à nutrientes, gerando hipóxia, e morte 
celular. As células tumorais passam a secretar VEGF em abundância para estimular a 
formação de novos vasos sanguíneos. As MMPs, em destaque a MMP-9 e MMP-2, 
degradam a membrana basal dos vasos adjacentes, expondo os receptores de VEGF, 
expressos nos pericitos e células endoteliais. O VEGF inicia o processo de angiogênese, 
para a sobrevivência e progressão do tumor. e) Devido a esta ruptura de membrana basal 
para formação de novos vasos, semelhante ao que ocorre inicialmente, os espaços 
gerados e a contínua atuação das MMPs, há a propensão à metástase a distância pela 
invasão das céilas tumorais na corrente sanguínea. Os TIMP-1 e TIMP-2 inibem 
diretamente as MMP-2, MMP-9 e MMP-14 e estão relacionadas, portanto com a 
regulação da atividade das mesmas nos tecidos.  
 
 1.6. Problema do estudo e justificativa 
 
 A taxa de sobrevida global de 5 anos está diretamente relacionada com o 
estadiamento no diagnóstico e o desfecho para o câncer cervical em estágio inicial é 
geralmente favorável. As taxas de sobrevida em 5 anos, para doença localmente 
avançada, variam de 50 a 65% no estágio IIB, porém no estágio IIIB cai para 28 a 35% e 
no estágio IVA de 5 a 15%. Além disso, 30 a 50% das pacientes desenvolvem algum tipo 





sobrevida de um ano entre 15% e 20%. Aquelas pacientes com metástase, ou com 
doença persistente ou recorrente após a quimioradioterapia, têm opções limitadas. Não 
são passíveis de cirurgia ou radioterapia e são tratadas principalmente por quimioterapia 
sistêmica paliativa, com taxas de resposta de 20 a 35% e uma sobrevida mediana de 
apenas 8 a 13 meses (11, 74-76). É necessário o desenvolvimento de novas abordagens 
terapêuticas para atingir melhores prognósticos para essas pacientes.  
 Um novo conceito de tratamento foi primeiramente usado na década de 1940 (77) 
que é conhecido hoje como terapia-alvo. Terapias-alvo são tratamentos direcionados 
contra a ação de moléculas fundamentais para o crescimento e desenvolvimento de 
tumores malignos, visando aumentar a sobrevida de pacientes com câncer. Uma das 
abordagens para identificar possíveis alvos é comparar a expressão de proteínas 
individuais em células tumorais com as de células normais. O primeiro medicamento 
aprovado foi o tamoxifeno na década de 70 (78) e, popularizou-se nos anos 90 com o 
sucesso do imatinibe para leucemia mielóide crônica (79). Hoje é usado em diversos tipos 
de tumores (80). 
 Para o tratamento de cânceres ginecológicos, por mais de 40 anos, desde a 
introdução dos tratamentos com platina, não houve alternativas terapêuticas 
comparáveis. Depois de muitos estudos e investimentos para introduzir a terapia-alvo 
isoladamente ou em combinação com outros tratamentos (81), veio o bevacizumabe: um 
anticorpo monoclonal, que inibe o VEGF. O bevacizumabe foi a primeira terapia-alvo 
aprovada pela agência norte-americana Food and Drug Administration (FDA) para 
tratamento de carcinoma de colo uterino persistente (82). Tewari et al. (2014) (75) 
avaliaram este fármaco em pacientes com carcinoma cervical metastático, persistente e 
recorrente e demonstraram aumento de 3,7 meses na sobrevida global (13,3 para 17,0 
meses) e maiores taxas de resposta ao tratamento (36 para 48%). Este novo tipo de 
medicamento aumentou pesquisas com o objetivo de descobrir outros tratamentos ativos 
contra esse câncer (83). 
 Westin et al. analisaram a possível associação da expressão das MMP-2, -9 e -
14, TIMP-1 e -2 (84) e VEGF (85) com carcinoma do colo do útero e NIC III, e 
demonstraram que o percentual de células expressando estas moléculas é maior em NIC 





associação com o prognóstico, o que poderiam fazer destas moléculas alvos 
terapêuticos. 
 Em resumo, considerando que as MMP-2, -9 e -14, TIMP-1 e -2 estão envolvidas 
na invasão tumoral e metástase, interessa testar se suas expressões estariam 
assoaciadas com o prognóstico do carcinoma do colo do útero. Caso estejam associadas, 
estas proteínas poderiam ser alvos terapêuticos e beneficiar as mulheres com 
diagnóstico avançado de carcinoma do colo do útero, que ainda carecem de alternativas 
mais favoráveis. Incluiu-se também neste estudo a análise da expressão do VEGF-A, que 
apesar de ter uma associação melhor conhecida com prognóstico, interage com as MMPs 








 2.1. Objetivo geral  
 
Verificar se a expressão das proteínas MMP-2, MMP-9, MMP-14, TIMP-1, TIMP-2 
e VEGF-A em células tumorais e em células estromais se associam com o prognóstico. 
 
 2.2. Objetivos específicos  
 
a.  Testar a associação das expressões das proteínas MMP-2, MMP-9, MMP-14, 
TIMP-1, TIMP-2 e VEGF-A com o estádio do tumor. 
b. Verificar se as expressões das proteínas MMP-2, MMP-9, MMP-14, TIMP-1, TIMP-







3. MATERIAIS E MÉTODOS  
 
 Este estudo utiliza a mesma casuística de Westin et al. (2015) (84,85) que avaliou 
a expressão das MMP-2, MMP-9, MMP-14, TIMP-1, TIMP-2 e VEGF-A em NIC III e no 
carcinoma invasor, nas células tumorais e estromais adjacentes. Portanto, a seleção 
inicial dos casos e a análise imunohistoquímica das proteínas em questão foram 
desempenhadas por estes pesquisadores.  
 




 Westin et al. (84,85) buscaram nos registros informatizados dos exames 
anatomopatológicos, mulheres admitidas na Divisão de Oncologia, de 2005 a 2008, do 
Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti - CAISM, da UNICAMP, com os 
diagnósticos histológicos realizados no Departamento de Anatomia Patológica da 
Faculdade de Ciências Médicas (FCM), já especificados. Eles incluíram as mulheres com 
o diagnóstico de NIC III, NIC III com carcinoma invasor associado e somente carcinoma 
invasor do colo do útero. Os diagnósticos foram realizados em espécimes de biópsias, 
conizações ou histerectomias. As lâminas, coradas em hematoxilina-eosina (HE), 
utilizadas para o diagnóstico inicial foram revistas por um dos pesquisadores, e aquelas 
em que houvesse a representatividade do tumor e estroma adjacente no mesmo 
espécime foram selecionadas. O bloco de parafina dessas lâminas selecionadas foram 
resgastados para a fabricação de novas lâminas para a técnica de imunohistoquímica 
(IHQ) e respectivas em HE.  
 No período de coleta houve muitos casos de carcinoma invasor avançado, porém 
a maior parte deles não pôde ser incluída devida a obrigatoriedade da existência de tecido 
tumoral e estroma adjacente no mesmo corte ou porque o espécime disponível era muito 
insuficiente para atender todos os ensaios imunohistoquímicos programados. No total, 
aquele estudo incluiu 76 mulheres com carcinoma invasor do colo do útero, sendo 74 








 O estudo atual selecionou as mulheres com diagnóstico anatomopatológico de 
carcinoma invasor, e, incluiu somente aquelas com diagnóstico de carcinoma escamoso 
do colo do útero para correlacionar com o prognóstico. Foram excluídas as mulheres que 
entraram no estudo como recidiva, as que não completaram o tratamento proposto por 
falta de adesão, e não por óbito durante, e as com ausência de seguimento (Figura 2).  
 
 
Figura 2: Fluxograma da seleção dos casos 
 
 

















Westin et al. (2015)
Excluídas:
* Sem seguimento (n=6)
* Entrada no estudo anterior 
como recidiva (n=1)













3.2.1. Variáveis dependentes 
 
• Taxa de sobrevida doença-específica: porcentagem de pessoas que não 
morreram de câncer do colo do útero em um período de tempo (meses). A 
porcentagem de pessoas em um estudo ou grupo, de tratamento, que não 
morreram de uma doença específica em um período de tempo definido. O 
período de tempo começou no momento do diagnóstico e terminou na data 
da última informação clínica. As pacientes que morreram por causas 
diferentes não são contadas nessa medida (86). 
• Estádio clínico: Extensão do câncer no corpo. O estadiamento é baseado 
no tamanho do tumor, se os linfonodos foram afetados, se espalhou do local 
original para outras partes do corpo dentre outros fatores (87). Utilizou-se o 
estadiamento descrito pela Federação Internacional de Ginecologia e 
Obstetrícia (FIGO) (88). 
o I: O carcinoma é restrito ao colo do útero; 
o II: O carcinoma se estende além do útero, mas não para a parede 
pélvica ou para o terço inferior da vagina; 
o III: O carcinoma se estendeu para a parede pélvica e envolve o terço 
inferior da vagina; 
o IV: O carcinoma estendeu-se para além da pelve ou envolveu 
clinicamente a mucosa da bexiga e/ou do reto. 
 
3.2.2. Variáveis independentes 
 
• Expressão das proteínas MMP-2, MMP-9, MMP-14, TIMP-1, TIMP-2 e 
VEGF-A: medida em percentual de células coradas pela técnica de 
imunohistoquímica. Células coradas são as células que se coraram de 
marrom e apresentaram a positividade para as moléculas avaliadas pela 





e para estroma e tumor, como alta ou baixa, em relação aos pontos de corte 
discriminados por curva ROC. 
 
3.2.3. Variáveis de controle  
 
• Idade da mulher ao diagnóstico em anos completos de forma contínua e de 
forma categorizada com ponto de corte na mediana. 
• Grau de diferenciação histológico: Grau baseado em quão anormais as 
células tumorais e do tecido parecem microscopicamente e com que 
rapidez as células tumorais provavelmente crescerão e se espalharão. 
Células em baixo grau se parecem mais com células normais e tendem a 
crescer e se espalhar mais lentamente do que as células de alto grau. 
Portanto células em graus iniciais predizem melhor prognóstico do que os 
mais avançados (89). Utilizaram-se os critérios adotados pela FIGO (11): 
  • G1: bem diferenciado; 
  • G2: moderadamente diferenciado; 
  • G3: indiferenciado ou pouco diferenciado; 
  • GX: grau não pôde ser avaliado. 
 
 3.3. Exames, técnicas e análises 
 
 3.3.1 Diagnóstico histológico  
 
 Os resultados histopatológicos foram diagnosticados por patologistas, do 
Departamento de Patologia da rotina do Hospital das Clínicas da Universidade Estadual 
de Campinas (UNICAMP), como carcinoma escamoso invasor do colo do útero, e 
naquele momento utilizaram os critérios de Scully et al. (1994) (90). 
 
3.3.2 Análise imunohistoquímica 
 
 Para análise imunohistoquímica, os blocos de parafina foram cortados em 





marcador utilizado. As seções foram desparafinizadas utilizando xilol e lavagens 
sequenciais em concentrações decrescentes de álcool, e, em seguida reidratadas e 
lavadas com tampão fosfato-salino (PBS). A peroxidase endógena foi bloqueada pelo 
tratamento com 3% de peróxido de hidrogênio e metanol por 30 minutos. Em seguida, 
para recuperação antigênica, as lâminas foram imersas em tampão citrato 10 mM (pH 
6,0) e autoclavadas a 121°C por 10 min. Após lavagem em PBS, as secções de tecido 
foram pré-bloqueadas utilizando soro de cabra normal a 10% por 15 min, para reduzir a 
ligação a anticorpos não específicos.  
 Em seguida, as MMPs, os TIMPs (Nemarkers®) e o VEGF (Dako®) (anticorpos 
primários anti-humanos policlonais de rato) foram incubados em câmaras úmidas a 4°C 
overnight com as diluições padronizadas: MMP-2 a 1: 100, MMP-9 a 1: 200, MMP-14 a 
1: 100, TIMP-1 a 1: 100, TIMP-2 a 1: 100 e VEGF-A a 1:100. Posteriormente, foram 
lavados em PBS por 15 minutos, incubados com um anticorpo secundário biotinilado e 
conjugado a peroxidase (diluição de 1:100), por 60 minutos à temperatura ambiente. 
Diaminobenzidina (DAB) foi usada como substrato cromógeno e a contra-coloração foi 
realizada utilizando hematoxilina.  
 A avaliação das proteínas MMP-2, MMP-9, MMP-14, TIMP-1, TIMP-2 e VEGF-A 
foi feita através de imagens representativas das colorações, realizadas nas áreas de 
maior imunocoloração hot spots, obtidas por uma câmera digital de alta resolução. O 
cálculo do número total de células e do número de células (estromais e tumorais 
separadamente) foi feito por dois observadores, utilizando o software morfométrico 
Image-Pro® Plus (version 6.2™). Para determinar a porcentagem de células coradas 
foram contadas 1.000 células tumorais e 1.000 células estromais por caso. 
 




 Os dados obtidos da leitura das lâminas de imunohistoquímica foram transcritos, 
manualmente, para uma ficha de registro que continha a identificação das pacientes 





anatomopatológico, respectivos diagnósticos histológicos. As proteínas MMP-2, MMP-9, 
MMP-14, TIMP-1, TIMP-2 e VEGF-A foram registradas primeiramente como positivas ou 
negativas para a reação imunohistoquímica. Quando positivos, foram registrados: o local 
de sua presença (estroma ou tumor), padrão de distribuição, intensidade e a quantidade 
de células coradas, em número e em porcentagem. Os casos que não obtiveram lâminas 
positivas para a técnica não foram utilizados. Os dados foram revistos e, depois, inseridos 




 Para coleta dos dados clínicos das pacientes e morfológicos dos tumores foi 
elaborado uma ficha (Anexo 3), contendo a identificação das pacientes pelo número do 
prontuário, data de nascimento e o número de pesquisa da paciente. Foram coletados a 
data do diagnóstico, a idade no diagnóstico, tipo histológico, grau de diferenciação 
histológico, estádio clínico, data do início do tratamento e se foi completo ou não. Foi 
registrada a data da última informação clínica. De acordo com a última informação clínica 
categorizou-se em quatro status clínicos: viva livre de doença, viva com doença, óbito 
por outras causas e/ou desconhecida, óbito pela doença e as datas de recidiva e/ou óbito 
quando aplicável.  
 Esses dados foram resgatados e revisados nos prontuários médicos com a 
autorização da coordenação do hospital. Foram revisados e transcritos para uma planilha 
digital. 
 
3.5. Análise estatística  
 
 Para o processamento dos dados obtidos anteriormente e pelas informações 
coletadas para este trabalho, confeccionou-se um único banco de dados. Os dados foram 
então transportados para um software para realização da análise estatística. Foi gerada 
uma tabela descritiva da frequência e estatísticas das variáveis categóricas das 






 Os pontos de discriminação para os valores das células coradas, para predição de 
óbito pela doença, foram definidos por curva ROC (Receiver Operating Characteristic 
curve), pois não há um padrão de discriminação descrito na literatura para determinar o 
que seria uma expressão baixa ou alta destas moléculas. A casuística do trabalho é 
baixa, e, utilizar padrões genéricos poderia perder a significância estatística. Os pontos 
de corte foram obtidos individualmente para as seis proteínas, no tumor e no estroma, 
totalizando doze pontos de corte (Quadro 1). Ao longo do texto referiu-se às expressões 
das proteínas como "altas" ou "baixas" de acordo com os pontos de corte descritos no 
quadro abaixo.  
 
Quadro 1: Pontos de corte* das expressões** das proteínas 




MMP-2 tumor >29.8 <29.8 
MMP-2 estroma >75.5 <75.5 
MMP-9 tumor >44.5 <44.5 
MMP-9 estroma >26.5 <26.5 
MMP-14 tumor >82.2 <82.2 
MMP-14 estroma >66.7 <66.7 
TIMP-1 tumor >92.0 <92.0 
TIMP-1 estroma >88.1 <88.1 
TIMP-2 tumor >44.4 <44.4 
TIMP-2 estroma >60.6 <60.6 
VEGF-A tumor >64.9 <64.9 
VEGF-A estroma >49.7 <49.7 
* Pontos de corte definidos por curva ROC, intervalo de 
confiança 95%. **definidas por percentual de células coradas 
 
 Tumor e estroma foram analisados de forma separada porque avaliar as 





dinâmica do microambiente tumoral e possivelmente indicar melhores lugares 
terapêuticos.  
 Utilizaram-se modelos de regressão de Cox, para, análise univariada para estudar 
os fatores relacionados com a sobrevida doença-específica, e a partir delas, realizou-se 
a análise multivariada com critério Stepwise de seleção de variáveis. O Hazard Ratio (HR) 
foi calculado com intervalo de confiança de 95% (IC95%).  
 As análises de sobrevida doença-específica foram construídas pela técnica de 
Kaplan-Meier a partir dos resultados da análise univariada, e, a comparação entre as 
curvas foi testada pelo teste de Log-rank. 
 
 3.6. Aspectos éticos 
 
Foram respeitados os princípios enunciados na Declaração de Helsinque de 2013 
(91) e na Resolução nº 466, de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Saúde 
(92), mantendo-se em sigilo a identidade das pacientes, cujos dados continuarão sendo 
identificados apenas pelo número de registro no projeto.  
 O trabalho inicial foi aprovado pela Comissão de Pesquisa do Departamento de 
Tocoginecologia (DTG) do CAISM em 13 de agosto de 2007, protocolo n°: 043/2007 e 
pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Médicas (FCM) n°: 
858/2007 (CAAE: 0614.0.146.000-07), e, teve apoio da Fundação de Amparo à Pesquisa 
do Estado de São Paulo - FAPESP (Processo n°: 2007/54709-0). 
 O trabalho atual foi aprovado pelo Comitê de Pesquisa Departamento de 
Tocoginecologia (DTG) do CAISM (Protocolo nº: 61/2017) e pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciências Médicas (FCM) (CAAE: 
83156117.8.0000.5404) (Anexo 1). Pelo caráter retrospectivo, um Termo Consentimento 
Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 2) foi aplicado somente para as pacientes que ainda 
estavam em algum tipo de atendimento no Hospital da Mulher Prof. Dr. José Aristodemo 







4. RESULTADOS  
 
 Os resultados foram descritos em forma de um manuscrito submetido à Revista 
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Background: Expressions of matrix metalloproteases 2, 9 and 14 (MMP-2, MMP-9, MMP-14), 
tissue inhibitors of metalloprotease 1 and 2 (TIMP-1, TIMP-2) and vascular endothelial growth 
factor A (VEGF-A) are involved in the tumor invasion and metastasis by the degradation of the 
extracellular matrix and angiogenesis. This study aimed to test whether the expression of these 
molecules in tumoral and stromal cells have a prognostic value in cervical cancer.  
Methods: Retrospective cohort with 64 patients. Proteins’ expressions were previously obtained 
by immunohistochemistry from biopsies containing both tumor and stroma. The expression, 
percentage of stained cells, was categorized in high and low according to the cutoff points by 
ROC curve. The follow-up was collected from the diagnosis to the last clinical visit. The clinical 
statuses were categorized into: alive without disease, alive with disease, death due to other 
causes, and death from the disease. The proteins’ expressions were associated with tumor stage, 
histopathological grade and age using Cox univariate and multivariate regression models, tested 
by Hazard Ratio (HR) in a 95% confidence interval (CI95%). For the significant univariate 
associations (p<0.05) Kaplan-Meier curves were constructed and tested by Log-rank to perform 
the disease-specific survival (DSS) analysis. 
Results: Higher MMP-9 expressions in the stroma were found in 50% of the advanced stages (II-
IV), while in stage I, 89.5% showed high MMP-9 expression in the stroma. The risk of death 
from the disease was associated with high expression of stromal MMP-2 (HR, CI95%: 4.3, 1.3-
14.2), stromal MMP-14 (HR, CI95%: 8.8, 1.1-69.6), TIMP-2 stromal (HR, CI95%: 5.3, 1.1-24.7) 
and tumor VEGF-A (HR, CI95%: 3.8; 1.1-13.6). High expression of stromal MMP-9 (HR, 
CI95%: 0.2, 0.05-0.54) and tumoral (HR, CI95%: 0.2; 0.03-0.8) was associated with a protective 





survival, whereas high MMP-2, MMP-14 and TIMP-2 expression in the stroma and VEGF-A in 
the tumor were associated with a worse disease-specific survival. 
Conclusions: High tumoral and stromal MMP-9 expressions were associated with higher 
disease-specific survival. High stromal expressions of MMP-2, MMP-14, TIMP-2 and tumoral 
VEGF-A were associated with a low disease-specific survival. 
 
Keywords: Uterine Cervical Neoplasms. Matrix Metalloproteinase 2. Matrix Metalloproteinase 
9. Matrix Metalloproteinase 14. Tissue Inhibitor of Metalloproteinase-1. Tissue Inhibitor of 




 The high-risk human papillomavirus (HPV) promotes the development of cervical 
intraepithelial neoplasia and invasive carcinoma [1,2]. The invasion takes place when the tumor 
cells start to cross-talk with the stromal cells leading to a cooperative enzymatic degradation of 
the basement membrane (BM) and then the subjacent extracellular matrix (ECM), which allows 
the tumor to access vascularization to grow and survive [3-5]. 
 BM and ECM contain several proteins like collagens, fibronectin and laminin [6] and so, 
there are several proteolytic enzymes involved in the invasion [7] including the matrix 
metalloproteinases (MMPs). MMPs are essential, not just in the degradation process, but also to 
promote cellular migration, to regulate growth factors and cytokines, to influence apoptosis and 
to collaborate in neovascularization. These proteins expressions are regulated by their 





proteins in tumor, stromal and inflammatory microenvironment cells can be considered as 
potential tumor invasion markers [8,9]. 
 There are at least 23 MMPs expressed in humans, and four types of TIMPs, but the MMP-
2, MMP-9, MMP-14, TIMP-1 and TIMP-2 are often associated with tumor invasion process [10-
12]. MMP-2 and MMP-9 present high proteolytic action against type IV collagen, which is 
abundant in BM [13,14]. MMP-14, on the other hand degrades other basement membrane 
components, like collagen type I [15]. TIMP-1, associated with MMPs, has been described as 
predictive factor of survival and might predict recurrence in certain types of cancer [16,17]. 
Differently, TIMP-2 is the only one that can inhibit mitogenic response independently of MMP 
[18]. MMPs -2, -9 and -14 also interacts with the vascular endothelial growth factor (VEGF), 
stimulating angiogenesis, another process to enhance the tumor growth and development [19]. 
VEGF-A, referred only as VEGF, is strongly associated with worse survival and it is a 
therapeutic target. Bevacizumab is a humanized monoclonal antibody targeting VEGF, and it can 
increase the overall survival in women with advanced cervical cancer [20]. 
The treatment for cervical cancer in advanced stages has been concurrent chemoradiation 
[21], but about one-third of these cases does not achieve complete response, so alternative 
treatments are still much-needed [22]. If the expression of these proteins shows association with 
prognosis, they could be tested as therapeutic targets and benefit women with advanced cervical 
carcinoma. Therefore, this study aimed to test if the expression of MMP-2, MMP-9, MMP-14 
and TIMP-1 and TIMP-2 in tumor and in the adjacent stroma are prognostic factors for patients 
with cervical cancer. VEGF-A was included in this analysis because it interacts with MMPs in 







Material and Methods  
 
Case selection and Ethics 
This is a cohort study included women assisted at the Woman’s Hospital Prof. Dr. José 
Aristodemo Pinotti - CAISM, State University of Campinas (UNICAMP). They were diagnosed 
between January 2005 and December 2008 and their last clinical information was collected up to 
June 2018. The first selection step was to identify the reports accusing invasive squamous cell 
carcinoma of the cervix associated with CIN III and reports accusing only invasive squamous cell 
carcinoma. After that, the formalin-fixed paraffin-embedded tissues were retrieved and new 
slides stained by hematoxylin and eosin were prepared to identify the cases with tumor and 
adjacent stroma in the available specimens. Therefore, the majority of these patients were in stage 
I, since they underwent through conization they had larger specimens, which was more likely to 
find the two tissues represented. As a matter of fact, the more advanced carcinomas rarely present 
tumor and stromal tissue in their specimens.  
Therefore, the majority of these patients were in stage I, since they underwent through 
conization they had larger specimens, which was more likely to find the two tissues represented. 
Thirty cases associated CIN III associated and ten of them were excluded: one woman that in fact 
had a recurrent disease; three women that did not adhere to the proposed treatment and six with 
no follow-up. Therefore, 64 patients were included in this study.  
 The initial case selection and immunohistochemistry assay were approved by the 
Research Ethics Committee of State University of Campinas (CAAE: 0614.0.146.000-07). The 
actual study has been performed in accordance with the Declaration of Helsinki [23] and it was 
approved by the Research Ethics Committee of State University of Campinas (CAAE: 





were requested only for those patients who were still being treated at the hospital. All the clinical 
data were collected directly from medical files and the patients’ identities were protected.  
 
Clinical procedures 
The diagnosis, staging and treatment followed the Federation International of 
Gynecology and Obstetrics (FIGO) recommendations [21,24]. The standard treatment was either 
a simple or radical hysterectomy for stages IA1 to IB1 and a combination of external beam 
radiotherapy with cisplatin and high-dose-rate brachytherapy and radiotherapy for IB2 to IVA. 
The standard follow-up interval was between 4-6 months for the first five years, and then 
annually. At every follow-up evaluation, the women underwent through physical and 
gynecological examination, and had cytological samples collected. Imaging evaluations were 
performed according to the findings of clinical evaluation.   
 
Immunohistochemistry assay  
 Westin et al. (2015) performed the whole immunohistochemistry assay [25,26]. They 
analyzed MMP-2, MMP-9, MMP-14, TIMP-1, TIMP-2, and VEGF-A through hot spots images. 
Image-Pro® Plus (version 6.2™) software was used to assess the protein expression. To 




 This study used the MMP-2, MMP-9, MMP-14, TIMP-1, TIMP-2 and VEGF-A analyses 
that were available in a database. The database contains, for tumor and stroma, the total number 





diagnosis date, age at diagnosis, histological type, histopathological grade (classified as G1: well 
differentiated, G2: moderately differentiated, G3: poorly or undifferentiated and GX: grade 
cannot be assessed), tumor stage (I, II, III or IV), start and end dates of the treatment, recurrence 
date (if applicable), death date, and death cause (if applicable). The follow-up data were collected 
up to June 2018 and the patients´ clinical status was categorized as: alive without disease, alive 
with disease, death due to other causes, and death from the disease.  
 
Statistical analysis 
For analysis purpose, the primary endpoint was disease-specific survival (DSS) rate that 
gives the percentage of women who have not died from cervical cancer up to the last clinical 
information. Thus, the patients who died from other causes were not counted. The overall 
survival was not analyzed because almost half of death were from causes causes than cervical 
cancer, and this could generate a clinical bias. The disease-free survival was neither included 
because almost a quarter of the cases presented clinical stage III-IV.  
The association between categorical variables was tested using Chi-square Test or Fisher 
exact test. The ROC (Receiver Operating Characteristic) curve was used to identify the best 
discrimination point of stained cells’ percentage. It was used for each protein in stroma and tumor 
tissues, taking as reference the death from the disease. Therefore, the cutoff points were 
determined for the six proteins, in tumor and stroma tissue, totaling twelve cutoff points (Table 
1). Throughout the text the terms "higher expression" and "lower expression” were used, 











MMP-2 tumor >29.8 <29.8 
MMP-2 stroma >75.5 <75.5 
MMP-9 tumor >44.5 <44.5 
MMP-9 stroma >26.5 <26.5 
MMP-14 tumor >82.2 <82.2 
MMP-14 stroma >66.7 <66.7 
TIMP-1 tumor >92.0 <92.0 
TIMP-1 stroma >88.1 <88.1 
TIMP-2 tumor >44.4 <44.4 
TIMP-2 stroma >60.6 <60.6 
VEGF-A tumor >64.9 <64.9 
VEGF-A stroma >49.7 <49.7 
*Cutoff points defined by ROC curve, 95% confidence 
interval. **Determined by percentage of stained cells 
 
 Cox Proportional-Hazards Models were used for univariate and multivariate analyses and 
the Hazard Ratios (HR) were calculated with 95% confidence interval (CI95%). Disease-specific 
survival curves were built through Kaplan-Meier technique. They were plotted for the variables 
that showed statistical significance in univariate Cox regression analyses. Log-rank Test was used 
to compare the higher and lower expressions curves, for each protein. The differences were 










The patients’ characteristics were described in table 2. Stage I was the most frequent 
(71.9%), followed by stage III (20.3%). Among the histopathological grades, G2 was the most 
frequent (49.2%), followed by G3 (30.2%). At the last clinical information, 64.1% of the patients 
were alive without disease, 18.8% were dead due to cervical cancer and 15.6% were dead due to 
other causes.  
 
Table 2. Pathological and clinical characteristics of the patients 
Mean age (min-max) a 47 (22 - 94) 
Mean follow-up (min-max) b 5.6 (0.5 - 12.6) 
 n % 
FIGO* Stage I 46 71.9 
II 3 4.7 
III 13 20.3 
IV 2 3.1 
Histopathological 
grade 
G1 13 20.6 
G2 31 49.2 
G3 19 30.2 
(Missing = 1)**   
Clinical Status Alive without disease 41 64.1 
Alive with disease 1 1.6 
Death from the disease 12 18.8 
Death due to other causes 10 15.6 
a full years of age; b measured in years; *International Federation of 
Gynecology and Obstetrics; **Original report did not contain this information 






The associations of age, histopathological grade and protein expressions were tested with 
tumor stage, dichotomized in I and II–IV. The data showed that 58.7% of women with stage I and 
27.8% with stage II-IV were 44 years old or younger and the differences were statistically 
significant (p=0.03). As for protein expressions, 89.5% of the women in stage I and in 50.0% in 
stage II-IV, presented higher MMP-9 expression in the stroma.  and these differences were 
statistically significant (p<0.01). Furthermore, 26.3% stage I and 52.9% stage II-IV presented 





















Table 3. Age, histopathological grade and protein expressionº in stroma and tumor 
according to tumor stage 
Variables Categories 
Stage I Stage II-IV 
p-value 
n (%) n (%) 
Age* 
≤44 27 (58.7) 5 (27.8) 
p=0.03a 
>44 19 (41.3) 13 (72.2) 
Histopathological 
grade 
G1 11 (24.4) 2 (11.1) 
p=0.20b 
G2-G3 34 (75.6) 16 (88.9) 
MMP-2 tumor 
Lower 5 (13.2) 0 (0.0) 
p=0.31b 
Higher 33 (86.8) 17 (100.0) 
MMP-2 stroma 
Lower 28 (73.7) 8 (47.1) 
p=0.06a 
Higher 10 (26.3) 9 (52.9) 
MMP-9 tumor 
Lower 15 (39.5) 10 (62.5) 
p= 0.12a 
Higher 23 (60.5) 6 (37.5) 
MMP-9 stroma 
Lower 4 (10.5) 8 (50.0) 
p<0.01b 
Higher 34 (89.5) 8 (50.0) 
MMP-14 tumor 
Lower 13 (38.2) 2 (13.3) 
p= 0.10b 
Higher 21 (61.8) 13 (80.7) 
MMP-14 stroma 
Lower 17 (50.0) 6 (40.0) 
p=0.52a 
Higher 17 (50.0) 9 (60.0) 
TIMP-1 tumor 
Lower 22 (73.3) 14 (87.5) 
p= 0.46b 
Higher 8 (26.7) 2 (12.5) 
TIMP-1 stroma 
Lower 20 (66.9) 7 (43.8) 
p=0.13a 
Higher 10 (33.3) 9 (56.2) 
TIMP-2 tumor 
Lower 20 (71.4) 8 (57.1) 
p=0.51b 
Higher 8 (28.6) 6 (42.9) 
TIMP-2 stroma 
Lower 14 (50.0) 6 (42.9) 
p=0.66a 
Higher 14 (50.0) 8 (57.1) 
VEGF-A tumor 
Lower 23 (69.7) 9 (60.0) 
p= 0.50a 
Higher 10 (30.3) 6 (40.0) 
VEGF-A stroma 
Lower 18 (54.6) 5 (33.3) 
p= 0.17a 
Higher 15 (15.4) 10 (66.7) 
*Categorized by the median age (years), a = Chi-square test, b = Fisher exact test, ºProtein 








Univariate Cox Proportional-Hazards analyses for DSS according to age, tumor stage, 
histopathological grade, and protein expressions are shown in table 4. With each additional year 
in diagnosis, the risk of death increased 4% (HR; 95%CI: 1.04; 1.00-1.08) and stage II-IV (HR; 
95%CI: 16.69; 3.64-76.43) presented worse DSS. Among the protein expressions analyses, DSS 
was worse for higher expression of MMP-2 in the stroma (HR; CI95%: 4.3; 1.3-14.2), MMP-14 
in the stroma (HR; 95%CI: 8.81; 1.1-69.6), TIMP-2 in the stroma (HR; 95%CI: 5.31; 1.14-24.7) 
and VEGF-A in the tumor (HR; 95%CI: 3.81; 1.07-13.58). Differently, DSS was better for higher 
expressions of MMP-9 in the stroma (HR; 95%CI: 0.16; 0.05-0.54) and in the tumor (HR; 
95%CI: 0.17; 0.03-0.78). Multivariate Cox Proportional-Hazards analyses showed that higher 
expressions of TIMP-2 in the stroma were associated with worse DSS (HR 95%CI: 11.37; 1.10-
117.51); no other protein showed any association. The stages II-IV, as expected, were also 



















For the disease-specific survival analyzes, Kaplan-Meier curves were plotted for the six 
significant associations in univariate hazard ratios. After 12 years of follow-up, MMP-2, in the 
stroma, presented DSS rates of 86.5% and 45.9% for lower and higher expressions (p=0.01). 
MMP-14, in the stroma, presented DSS rates of 95.5% and 55.9% for lower and higher 
expressions (p=0.01). TIMP-2, in the stroma, revealed DSS rates of 89.1% and 43.4% for lower 
and higher expressions (p=0.02). VEGF-A, in the tumor, associated with 84.3% and 46.9% DSS 
rates for lower and higher expressions (p=0.02). The MMP-9 expressions showed a different 
pattern of association. Cases showing lower and higher expression of MMP-9 in tumor revealed, 
respectively, 53.0% and 92.6% of patients who didn’t die of cervical cancer (DSS rate) (p=0.01). 
MMP-9 in the stroma revealed DSS rates of 37.0% and 83.8%, respectively, for lower and higher 













 Higher expressions of MMP-2, MMP-14, TIMP-2 in stroma, and VEGF-A in tumor, 
were associated with lower disease-specific survival (DSS). Conversely, the DSS was better in 
those cases showing higher percentages of stained cells for MMP-9, in stroma and in tumor. The 
fact that stroma’s significance in patient’s prognosis was more frequent than in tumor’s called our 
attention. To discuss that, it is necessary to better comprehend the role of the stroma in the tumor 
microenvironment.  
Paget in 1889 [27] hypothesized that cancer development could be dependent on its 
surroundings just like a seed depends on the soil. He is credited with being the first to postulate 
the importance of the microenvironment in tumor progression and metastasis, and suggested that 
an “affinity” between tumor and stroma is needed [28]. 
Stroma is the supportive and connective tissue, so, when the epithelium changes, it 
changes as well. It is composed of many fibroblasts, vascular, lympho-vascular, endothelial and 
immune cells. Fibroblasts synthetize the extracellular matrix (ECM) proteins, but in cancer, they 
also secrete other kind of proteins, mainly MMPs, that degrade the ECM [29]. This ECM 
remodeling, in the tumor microenvironment, might allow the passage of tumor cells through the 
barrier of the host tissue and the migration of endothelial cells into the matrix. This can also 
induce neovascularization and release of growth factors that enhance the process of tumor growth 
and invasion [30-34]. Beyond that, stromal cells can incite phenotypic and genomic changes in 
the epithelial cells, even without a pre-existing tumor [35]. 
Sato et al. (2004) demonstrated that tumor cells in contact with peripheral stromal cells 
increased MMPs activation, resulting in cancer progression [36]. In recent studies, high 





poor prognosis in colon, gastric and breast cancers [37-40]. These studies suggest the importance 
to study not only tumor but also stroma.  
MMP-2 overexpression seems to be associated with poor prognosis in gynecological 
cancers. A meta-analysis study, that didn't discriminate stromal and tumoral cells, associated high 
MMP-2 expression with advanced stage, tumor invasion and metastasis in endometrial cancer 
[41]. High MMP-2 expression in stromal cells was significantly associated with endometrial 
cancer recurrence, while in tumor cells it was not [42], similarly to our cervical cancer findings. 
Fernandes et al. (2008) [43] found a progressive enhancement of MMP-2 expression in stroma 
cells from CIN 3 to cervical invasive carcinoma.  
However, MMP-2 activation depends on MMP-14 and TIMP-2 proteins [44,45]. Têtu et 
al., analyzing the mRNA of these three proteins together, found that MMP-14 was significantly 
associated with lower overall survival in breast cancer [46]. Chenard et al. (1999) suggested that 
MMP-2 activation might be a peri-fibroblastic event because MMP-14 protein was present in all 
invasive carcinomas tested and almost exclusively expressed in the stromal cells [47]. This may 
corroborate the fact that the MMP-2, MMP-14 and TIMP-2 were only significant in stroma. 
Wang et al. (2014) [11], on the other hand, based on a study with 136 women, showed tumoral 
MMP-14 expression as an independent prognostic factor for cervical carcinoma, but they didn’t 
perform the assay in the stroma cells for comparison. They had a larger sample size and 
consequently a higher statistical power than ours. Perhaps, a larger number of patients in our 
study could have shown that MMP-14 in tumoral cells was significantly associated with lower 
overall survival.     
TIMP-2 was thought to be only associated with a favorable prognosis in cancer because 
of its natural MMP inhibitor function [48-52], but recently, TIMP-2 was found to be a poor 





associated with an unfavorable prognosis which may reveal other potential mechanisms of TIMP-
2 in cancer progression.  
Contrary to the previously discussed proteins, MMP-9 revealed a positive association 
with DSS both in tumoral and stromal cells: the higher its expression, the greater the disease-
specific survival rate. In addition, higher expressions of stromal MMP-9 were present in patients 
with stage I and lower expressions in more advanced stages.  
Rauvala et al. (2006) [54] report similar results: MMP-9 expressions were significantly 
increased in early stages and decreased in later stages. Beyond that, an overexpression of MMP-2 
predicted unfavorable survival as well. This can be expected because this protein may have 
several functions according. According to its interactions and expression sites it may have an 
antitumor characteristic [55]. 
Nilsson et al. in 2006 supported the concept that perhaps MMPs have an antitumor 
feature. They found in mice with breast cancer that tamoxifen, through microdialysis, increased 
endostatin and MMP-2 and MMP-9 levels; and inhibition of MMP-2 and MMP-9 resulted in a 
significant decrease of endostatin levels. They suggested that MMP-2 and MMP-9 might 
modulate endostatin generation and consequently angiogenesis [56]. Later on, Bendrick et al. 
demonstrated also in mice with breast cancer, that MMP-9, when injected directly in the tumor, 
could reduce its size. Their hypothesis was also based on the fact that MMP-9 can induce the 
expression of antiangiogenic endostatins [57,58]. 
In a more recent study, Leifler et al. (2013) injected adenoviral gene transfers of MMP-9 
in breast cancer tumors. It resulted in decreased tumor growth and angiogenesis. They discussed 
that this would have happened because MMP-9 was associated as a potent and significant 





studied TIMP-1, because it is the natural inhibitor of MMP-9 but, just like our results it didn’t 
show significance. TIMP-1 had no effect on tumor growth or the immune response [59]. 
VEGF-A, by the other hand, is a well-known mediator of tumor angiogenesis in many 
solid tumors. It has been studied for an antiangiogenic therapy since 1971 [60] and, after 33 years 
of research, the bevacizumab was approved as an inhibitor of angiogenesis [61]. VEGF-A in our 
data showed a significant inverse association with disease-specific survival: higher expressions in 
tumor were associated with lower DSS; no statistical association was found in stroma. VEGF-A 
is secreted by tumor and stromal cells, but researchers’ focus has been in tumor cells’ expression 
because tumor survival and growth depend on an abnormally vascular supply [62]. Besides 
angiogenesis, tumor cells secrete VEGF-A to promote tumor invasion and endurance that can 
also facilitate the function of cancer stem cells [63]. These two tumoral roles may explain why 
VEGF-A was significant only in tumoral cells but not in the stromal ones in this study.  
The first strength of this study is separating the analysis of stromal cells from tumoral 
cells which provided a better understanding of the cervical tumor microenvironmental dynamics. 
Secondly, it gathered the most relevant MMPs, TIMPs and VEGF associated with tumor invasion 
and metastasis. Those associated with better prognosis should be considered target for therapy. 
The study´s weaknesses rely on its small sample size and the retrospective design. The small 
sample size reduced the statistical power of the analyses and therefore only great differences 
were revealed but, since the interest was to identify potential molecules to targeted-therapies, the 











In conclusion, high MMP-2, MMP-14, TIMP-2 stromal expressions and high VEGF-A 
tumoral expression were significantly associated with disease-specific survival. These proteins 
can be further studied to become possible therapeutic target. MMP-9 was associated with a better 




• CC: cervical cancer 
• CIN: cervical intraepithelial neoplasia 
• DSS: Disease-specific survival 
• HPV: human papillomavirus 
• BM: basement membrane 
• ECM: Extracellular matrix  
• MMP: Matrix metalloproteinase  
• TIMP: Tissue inhibitor of metalloproteinase 
• VEGF: Vascular endothelial growth factor  
• CAISM: Hospital Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti  
• UNICAMP: State University of Campinas  
• ROC: Receiver Operating Characteristic  
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a. Expressões baixas de MMP-9, em células estromais, associaram-se com estádios 
mais avançados (II-IV), porém o mesmo não foi observado nas células tumorais. 
Todas as demais proteínas analisadas não se associaram com o estádio no 
momento do diagnóstico.  
 
b. Expressões altas de MMP-2, MMP-14, TIMP-2 em células estromais e VEGF-A 
em células tumorais associaram-se com a sobrevida doença-específica. Ao 
contrário, expressões baixas de MMP-9 tanto em células estromais quanto 
tumorais associaram-se com a sobrevida doença-específica. Expressão alta de 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
ASSOCIAÇÃO DA EXPRESSÃO DAS PROTEÍNAS MMP-2, MMP-9, MMP-14, TIMP-1, 
TIMP-2 E VEGF COM O PROGNÓSTICO DO CARCINOMA DE COLO DE ÚTERO 
Luiz Carlos Zeferino, Jordana Maria Azevedo Martins 
Número do CAAE: 83156117.8.0000.5404 
 
 Você está sendo convidado a participar como voluntário de uma pesquisa. Este 
documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus 
direitos como participante e é elaborado em duas vias, uma que deverá ficar com você e 
outra com o pesquisador.  
 Por favor, leia com atenção e calma, aproveitando para esclarecer suas dúvidas. 
Se houver perguntas antes ou mesmo depois de assiná-lo, você poderá esclarecê-las 
com o pesquisador. Se preferir, pode levar este Termo para casa e consultar seus 
familiares ou outras pessoas antes de decidir participar. Não haverá nenhum tipo de 
penalização ou prejuízo se você não aceitar participar ou retirar sua autorização em 
qualquer momento. 
 
Justificativa e objetivos: 
O objetivo deste estudo é analisar se a expressão de MMP-2, MMP-14, TIMP-1, 
TIMP-2 e VEGF-A (moléculas presentes no nosso corpo e que podem estar envolvidas 
na progressão do câncer) podem estar relacionadas com o prognóstico do câncer do colo 
do útero. Em caso de mau prognóstico, ou seja, se a presença de uma dessas moléculas 
indicar resistência ao tratamento ou risco maior de morte, essa molécula poderia permitir 
rever o tratamento.  
Procedimentos: 
 Participando do estudo você estaria permitindo o uso do tecido de câncer do colo 
do útero que foi colhido quando foi feito o diagnóstico de sua doença. Este material foi 
armazenado em um bloco de parafina e a partir dele que será feito a análise deste estudo. 
Não será colhido outro material. 
Desconfortos e riscos: 
 Essa pesquisa não apresenta riscos previsíveis, porém você não deve participar 




Não há benefícios diretos com sua participação na pesquisa, porém pode haver 
benefícios para futuras mulheres com câncer do colo uterino, ao melhorar a escolha de 
tratamento.  
 
Sigilo e privacidade: 
 Você tem a garantia de que sua identidade será mantida em sigilo e nenhuma 
informação será dada a outras pessoas que não façam parte da equipe de 
pesquisadores. Na divulgação dos resultados desse estudo, seu nome não será citado. 
 As informações referentes ao tratamento e histórico médico serão derivados do 





Ressarcimento e Indenização:  
Não está previsto nenhum ressarcimento de despesas porque a coleta do material já foi 
realizada, mas você terá a garantia à indenização diante de eventuais danos decorrentes 
da pesquisa. 
Contato: 
Em caso de dúvidas sobre a pesquisa, você poderá entrar em contato com os 
pesquisadores Luiz Carlos Zeferino, Centro de Atenção Integral à Saúde da Mulher 
(CAISM), Rua Alexander Fleming, 101, Cidade Universitária – Barão Geraldo – Campinas 
– São Paulo. Direção da Divisão de Oncologia Ginecológica e Mamária, Telefone: (19) 
35219305. E-mail: luiz.zeferino@gmail.com OU Jordana Maria Azevedo Martins, Centro 
de Atenção Integral à Saúde da Mulher (CAISM), Rua Alexander Fleming, 101, Cidade 
Universitária – Barão Geraldo – Campinas – São Paulo. Sala de pós-graduação. 
Telefone: (19) 35219226. 
Em caso de denúncias ou reclamações sobre sua participação e sobre questões 
éticas do estudo, você poderá entrar em contato com a secretaria do Comitê de Ética em 
Pesquisa (CEP) da UNICAMP das 08:30hs às 11:30hs e das 13:00hs as 17:00hs na Rua: 
Tessália Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas – SP; telefone (19) 3521-
8936 ou (19) 3521-7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br 
 
O Comitê de Ética em Pesquisa (CEP).   
O papel do CEP é avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas 
envolvendo seres humanos. A Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP), tem 
por objetivo desenvolver a regulamentação sobre proteção dos seres humanos 
envolvidos nas pesquisas. Desempenha um papel coordenador da rede de Comitês de 
Ética em Pesquisa (CEPs) das instituições, além de assumir a função de órgão consultor 
na área de ética em pesquisas. 
 
Consentimento livre e esclarecido: 
Após ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, 
métodos, benefícios previstos, potenciais riscos e o incômodo que esta possa acarretar, 
aceito participar e declaro estar recebendo uma via original deste documento assinada 
pelo pesquisador e por mim, tendo todas as folhas por nós rubricadas: 
 
Nome do (a) participante: 
________________________________________________________ 
Contato telefônico: _______________________  
e-mail (opcional): _________________________ 












Responsabilidade do Pesquisador: 
 
Asseguro ter cumprido as exigências da resolução 466/2012 CNS/MS e 
complementares na elaboração do protocolo e na obtenção deste Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via 
deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o 
qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos 
nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou 
conforme o consentimento dado pelo participante. 
 
______________________________________________________  











FICHA DE DADOS CLÍNICOS E MORFOLÓGICOS 
 
Nº PESQUISA: 
Nº PRONTUÁRIO:                                      DATA DE NASCIMENTO___/___/___ 
 
1- Data do diagnóstico: ___/___/___ 
2- Idade no diagnóstico: ________anos 
3- Tipo histológico: (   ) Escamoso         (   )   Outros 
4- Grau de diferenciação tumoral: (  ) GX  (  ) G1 (  ) G2  (  ) G3 
5- Estádio clínico (   ) I  (   )II  (   )III  (   )IV  (   )Metástase 
6- Data do início do tratamento: ___/___/___ 
7- Tratamento completo: ( ) Sim     (  ) Não 
Se sim, data do término do tratamento: ___/___/___ 
Seguimento  
9- Data da última informação clínica: ___/___/___ 
10- Status clínico na última informação clínica 
(   ) Livre de doença  
(   ) Viva com doença 
(   ) Óbito pela doença  
(   ) Óbito por outra causa Se houve recidiva, data do diagnóstico: ___/___/___ 
Local da recidiva:_______________________ 
Se houve óbito, data do óbito: ___/___/___ 
